CAPITULO 4.8.

RECOLECCION Y MANIPULACION
DE EMBRIONES/OVOCITOS DE GANADO
Y CABALLOS PRODUCIDOS IN VITRO

Articulo 4.8.1.

Objetivos del control

La produccion de embriones 7z vitro abarca la recoleccion de ovocitos de los ovarios de hembras donantes,
la maduracién in vitro y la fecundacion de los ovocitos, seguido del cultivo 7z vitro hasta la etapa de
morula o blastocito en que estan listos para ser transferidos a las hembras receptoras. El objetivo del
control sanitario oficial de los embriones producidos 7 witro para la exportacion es garantizar la ausencia
de gérmenes patogenos especificos que pueden hospedar los embriones y evitar la contaminacién de las
hembras receptoras y de su descendencia. Las condiciones esbozadas en el presente capitulo también son
aplicables a efectos del transporte de ovocitos madurados 7z vitro.

Articulo 4.8.2.

Condiciones aplicables al equipo de produccién de embriones

El equipo de producciéon de embriones es un grupo de técnicos capacitados para proceder a la recoleccion
y al tratamiento de ovarios/ovocitos asi como a la produccién y a la conservacién de embriones
producidos zx vitre. El equipo comprende por lo menos un veferinario y reune las siguientes condiciones:

1. Elequipo deberi ser aprobado por la Autoridad Competente.
2. El equipo debe estar supervisado por un veterinario miembro del mismo.

3. El veterinario del equipo es responsable de todas las actividades del equipo, que incluyen las
extracciones de ovarios y ovocitos en condiciones de higiene apropiadas y todos los demas
procedimientos inherentes a la produccién de embriones destinados a los intercambios
internacionales.

4. El personal del equipo debe estar debidamente adiestrado para aplicar las técnicas y los principios de
control de enfermedades y debe respetar reglas de higiene estrictas para evitar la introducciéon de
infecciones.

5. El equipo de produccién debe disponer de las instalaciones y del material necesarios para:
a) larecoleccién de ovatios y/o ovocitos;
b) la manipulacién de ovocitos y produccién de embriones en un laboratorio fijo o mévil;
¢) el almacenamiento de ovocitos y/o embriones.
No es necesario que estas instalaciones estén situadas en el mismo lugar.

6. El equipo de produccién de embriones debe llevar un registro de sus actividades, que conservara
durante, por lo menos, los dos afios consecutivos a la exportacién de los embriones para presentarlo
a la_Autoridad 1 eterinaria en caso de inspeccion.

7. El equipo de producciéon de embriones serd inspeccionado peridédicamente al menos una vez al afio
pot un veterinario oficial para asegurarse de que respeta las normas sanitarias durante la recoleccién y la
manipulacién de los ovocitos asi como durante la produccién y el almacenamiento de los embriones.
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Articulo 4.8.3.

Condiciones aplicables a los laboratorios de manipulacién

El laboratorio de manipulacion utilizado por el equipo de producciéon de embriones puede ser movil o fijo.
Puede estar situado en las cercanfas del lugar de extraccion de los ovocitos o estar alejado del mismo. Es
un local en el que los ovocitos extraidos de los ovarios son madurados y fecundados y en el que los
embriones resultantes son después cultivados 7 vitro.

En este laboratorio, los embriones también pueden ser sometidos a cualquier tratamiento necesario, como
el lavado, antes de ser conservados y aislados en cuarentena.

Ademas:

1. El laboratorio debe estar bajo la supervision directa del veferinario del equipo y ser inspeccionado
periédicamente por un veterinario oficial.

2. Durante las operaciones de produccién que preceden la conservacion de los embriones destinados a
la exportacién en ampollas, frascos o pajuelas, no debera ser extraido ni manipulado en el mismo
laboratotio ningtin ovocito/embrién de condicién sanitaria inferior.

3. Ellaboratorio debe estar protegido contra roedotes e insectos.

4. El laboratorio debe estar construido con materiales que permitan una limpieza y una desinfeccion
eficaces. Estas operaciones deberan efectuarse con frecuencia y siempre antes y después de cada
manipulaciéon de embriones para la exportacion.

Articulo 4.8.4.

Condiciones aplicables a los animales donantes

Los ovocitos destinados a la produccién de embriones in vitro se extraen de las hembras donantes
basicamente de dos maneras diferentes: por recolecciéon individual o por recoleccién de lotes. Las
condiciones recomendadas en cada caso son distintas.

La recoleccion individual consiste generalmente en aspirar los ovocitos de los ovarios de animales vivos
individuales y se realiza en la granja en que residen las hembras o en el laboratotio. A veces los ovocitos
también pueden ser extraidos de animales vivos mediante ablacién de los ovarios seguida de aspiracion.
Cuando se extraen ovocitos de animales vivos, las condiciones empleadas con las hembras donantes deben
ser conformes a lo dispuesto en el Articulo 4.7.4.

En estos casos, la limpieza y la esterilizacién del material cada vez que se utilizan con una hembra donante
(por ejemplo, sondas guiadas por ultrasonido) son operaciones especialmente importantes y deberin
llevarse a cabo con arreglo a las indicaciones del Manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones IETS).

Para la recoleccién de lotes se extraen los ovarios de los lotes de donantes sacrificados en el matadero ; los
ovarios se transportan seguidamente al laboratorio de manipulacién, donde los ovocitos son recuperados
de los foliculos de los ovarios por aspiracién. El inconveniente de la recoleccion de lotes es que por lo
general no permite establecer ninguna relacién entre los ovarios transportados al laboratorio y las hembras
sacrificadas en el matadero. Sin embargo, es capital velar por la obtenciéon de tejidos sanos exclusivamente y
por su extraccion de las hembras donantes y transporte al laboratorio en condiciones de higiene
apropiadas.

Ademas:

1. La Autoridad V'eterinaria debe tener datos sobte los rebaios o manadas de los que proceden los
animales donantes.
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2. Los animales donantes no deberan proceder de rebasios o manadas que sean objeto de restricciones en
relacion con la fiebre aftosa, la peste bovina y la peste de pequefios rumiantes, y no deberan extraerse
ningun tejido ni aspirarse ovocitos en una gona infectada o que sea objeto de restricciones veterinarias
en relacion con las citadas enfermedades.

3. En caso de recoleccién de ovocitos de donantes vivos, las hembras donantes y sus rebasios o manadas
deben ser sometidas después a una vigilancia basada en los periodos normales de incubacién de las
enfermedades consideradas, para determinar retrospectivamente su estado de salud.

4. En el caso de recuperacion de ovocitos de lotes de ovatios recolectados de un matadero, este debe ser
un matadero oficialmente autorizado y supervisado por un veferinario que velara por que los animales
que pueden ser donantes sean sometidos a inspecciones ante mortem y post mortem y certificara que
estan libres de signos clinicos o patologicos de las enfermedades enumeradas en el antetior punto 2.

5. Los animales donantes no deben estar destinad os al sacréficio por motivo de enfermedad de declaracion
obligatoria y no deberan sacrificarse al mismo tiempo que los donantes cuyos ovarios y otros tejidos
deben ser extraidos.

6. Los lotes de ovarios y otros tejidos recolectados de un matadero no seran transportados al laboratotio
de manipulacién hasta que no se haya confirmado que los resultados de las inspecciones ante mortem y
post mortemr de los animales donantes son satisfactotios.

7. El material que se utilice para la extraccion y el transporte de los ovarios o de otros tejidos debera ser
limpiado y esterilizado y servir exclusivamente para ese fin.

8. Se llevaran registros en los que se consigne la identidad y el origen de todos los donantes y se
conservaran por lo menos dos afios después de haber exportado los embriones para que la _Auxtoridad
Veterinaria pueda consultarlos en caso de inspeccion. Aunque resulte dificil hacetlo en el caso de una
recoleccion de lote, se espera que se conservara la identidad de los rebasios o manadas de origen de los
donantes.

Articulo 4.8.5.

Pruebas y tratamientos facultativos

Un método suplementario para asegurarse de que los embriones producidos iz vitro no transmitan
enfermedades es sometiendo a examen los diversos materiales para confirmar la ausencia de los gérmenes
patégenos enumerados en el punto 2 del Articulo 4.8.4.

También se pueden realizar pruebas para asegurarse de que los procedimientos de control de calidad
empleados en el laboratorio de manipulacién son aceptables.

Se puede someter a examen el material siguiente:

a) los ovocitos/embriones no viables: de alguna etapa del proceso de produccién 7 vitro de los lotes
destinados a la exportacién;

b) muestras del medio de maduracién 7z vitro tomadas antes de mezclar el semen y los ovocitos para el
proceso de fecundacion;

¢) muestras del medio de cultivo de los embriones extraido inmediatamente antes de congelarlos.

d) Sdlo se introduciran en una misma ampolla, un mismo frasco o una misma pajuela los embriones
procedentes de una misma hembra donante o de un mismo lote de embriones.

Estas muestras se consetvatrin a 4 °C y seran analizadas en un plazo de 24 horas. Si no pudieran ser
analizadas en ese plazo, se conservaran congeladas a una temperatura igual o infetior a -70 °C.

Ademas:

1. El semen que se utilice para fecundar ovocitos 7z vitro debera cumplir los requisitos y las normas
sanitarias definidos en el Capitulo 4.6. para cada especie.

2011 © OIE - Cédigo Sanitario para los Animales Terrestres 3



Capitulo 4.8. - Recoleccién y manipulacion de embriones/ovocitos de ganado y caballos producidos in vitro

En caso de que el reproductor donante del semen utilizado para fecundar los ovocitos haya muerto o
de que en el momento de la toma del semen se desconozca el estado de salud del reproductor
donante respecto de una enfermedad infecciosa o de enfermedades contra las que conviene protegerse, se
podran exigir exdmenes complementarios de los embriones inutilizados para comprobar que esas
enfermedades infecciosas no han sido transmitidas. Otro método puede consistir en analizar una parte
alicuota del semen tomado en la misma fecha.

Todos los productos biologicos de origen animal, incluidas las células de co-cultivo y los
componentes de los medios utilizados para la recolecciéon de los ovocitos, la maduracién, la
fecundacion, el cultivo, el lavado y la conservacion deben estar exentos de patégenos vivos. Los
medios se esterilizaran antes de ser utilizados con métodos reconocidos, conforme a las indicaciones
del Manual de la IETS!, y se manipularin de modo que permanezcan estériles. Se agregarin
antibiéticos a todos los liquidos y medios, conforme a las recomendaciones del Manual de la IETS!

Todo el material utilizado para la recoleccion, la manipulacion, el cultivo, el lavado, la congelacién y la
consetvacion de los ovocitos/embtriones debe ser nuevo o set limpiado y esterilizado antes de ser
utilizado, conforme a las recomendaciones del Manual de la IETS'.

Articulo 4.8.6.

Gestion del riesgo

En lo que concierne la transmision de enfermedades, la transferencia de embriones producidos 7 vitro es un
método de intercambio de material genético animal que entrafla muy poco riesgo, aunque el riesgo no es
tan bajo como para los embriones recolectados 7z vive. Cabe sefialar que la clasificacion de la IETS en
enfermedades/agentes patdgenos, descrita en el Articulo 4.7.14. para embriones recolectados 7 vivo, no se
aplica en el caso de embriones producidos 7 vitro. Independientemente de la especie animal considerada,
el proceso de transferencia de embriones comprende tres fases que determinan el nivel definitivo de
riesgo:

1.

La primera fase comprende el riesgo potencial de contaminacién de los ovarios/ovocitos/embriones,
la cual depende:

a) de la situacién zoosanitaria del pais exportador y/o de la zona de exportacion;

b)  del estado sanitatio de los rebasios o manadas y de las hembras donantes de las que son extraidos
los ovarios/ovocitos/embriones;

¢) el poder patégeno de los agentes patdgenos especificos enumerados en el punto 2 del
Articulo 4.8.4.

2. La segunda fase corresponde a la disminucién del riesgo mediante la utilizacion de procedimientos de
tratamiento de embriones internacionalmente reconocidos y definidos en el Manual de la IETS.
Dichos procedimientos son los siguientes:

a) los embriones seran lavados 10 veces por lo menos con diluciones de 1/100 por lo menos entre
cada lavado, y para transferir los embriones de un lavado a otro se utilizard una pipeta nueva,

b) soélo se lavaran juntos los embriones procedentes de una misma hembra donante (en el caso de
recoleccion individual) o de un mismo lote (en el caso de recoleccion por lote), y no mas de diez
embriones a la vez;

¢) cuando la inactivacién o la supresion de ciertos virus (herpesvirus-1 de los bovinos y virus de la
enfermedad de Aujeszky, por ejemplo) sea necesatia, se modificara el procedimiento estindar de
lavado y se haran lavados suplementarios con tripsina, de acuerdo con las indicaciones del
Manual de 1a IETS';

d) después del lavado se examinara toda la supetficie de la zona pelicida de cada embrién con
lentes que aumenten por lo menos 50 veces su tamafio y se certificara que esta intacta y exenta
de materia adherente.
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3. La tercera fase, que se aplica a las enfermedades enumeradas en el punto 2 del Articulo 4.8.4., incluye las
reducciones del riesgo resultantes de:

a) la wigilancia de los animales donantes y de sus rebasios o manadas de origen después de la
recoleccion de los embriones, basindose en los petiodos normales de incubacién de las
enfermedades consideradas, para determinar retrospectivamente el estado de salud de los animales
donantes mientras los embriones son almacenados en el pais exportador (si se trata de especies
que pueden ser conservadas mediante crioconservacion). La vigilancia de donantes después de la
recoleccién no es posible, por supuesto, en el caso de recoleccion por lote de un mwatadero,
aunque si sea posible la vigilancia de los rebarios o manadas de origen;

b) anilisis en un laboratorio de los ovocitos/embriones, células de cocultivo, medios y otras
muestras, como la sangre, para detectar la presencia de agentes patdgenos especificos (segun se
contempla en el Articulo 4.8.5.).

Articulo 4.8.7.

Condiciones aplicables al almacenamiento y el transporte de embriones
1. Solo se almacenaran juntos en una misma ampolla, un mismo frasco o una misma pajuela los
embriones procedentes de la misma hembra donante o del mismo lote de recoleccion.

2. Si fuese posible, segin la especie, los embriones se congelaran en nitrégeno liquido fresco o cualquier
otro crioconservante y luego se almacenardan en crioconservante fresco dentro de tanques o
contenedores limpiados y esterilizados, respetando condiciones de higiene rigurosas, y se depositaran
en un lugar de almacenamiento.

3. Las ampollas, los frascos o las pajuelas se precintarin en el momento de la congelacion y se
etiquetaran conforme a las indicaciones del Manual de la IETS!

4. Los contenedores de nitrégeno liquido se precintaran en el pads exportador antes de ser expedidos.

5. Los embriones no deberan exportarse hasta que no se hayan ultimado los certificados veterinarios
pertinentes.

Articulo 4.8.8.

Micromanipulacién

Cuando los embriones deban ser objeto de micromanipulaciones, éstas se emprenderan una vez concluido
el tratamiento descrito en el punto 2 del Articulo 4.8.6. y de conformidad con lo dispuesto en el
Capitulo 4.9.

1 Manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones.
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